Desenvolvimento e validação de um método de geração de partículas de referência para calibração de contadores óticos by Gonçalves, Gonçalo Manuel Monteiro
 2019  
UNIVERSIDADE DE LISBOA 
FACULDADE DE CIÊNCIAS 







Desenvolvimento e validação de um método de geração de 














Dissertação orientada por: 






É com enorme prazer que no final desta tese desejo expressar a minha gratidão a todos os que, 
de uma forma ou outra, contribuíram para a sua finalização, nomeadamente: 
Ao Professor Carlos Nieto de Castro, meu orientador, por ter aceite orientar o meu Trabalho 
Final de Mestrado. Agradeço-lhe a imensa disponibilidade facultada na orientação, cedência e consulta 
de informação, assim como na interpretação dos resultados obtidos. Agradeço, igualmente, toda a 
transmissão de conhecimentos e saberes efetuada no normal evoluir do presente trabalho, bem como em 
relação a outras disciplinas por si ministradas. Agradeço, também, toda a ajuda efetuada na revisão final 
deste documento. 
À Engenheira Tânia Farinha e ao Dr. Luís Gonçalves agradeço o tema proposto para esta tese 
assim como a respetiva orientação do trabalho e dentro do mundo ISQ, fornecimento de material e 
documentação necessária, que muito ajudaram no desenvolvimento deste trabalho. Agradeço ainda 
todos os ensinamentos e incentivos e o facto de terem aceitado, sem hesitações serem os orientadores 
principais deste trabalho. 
Aos meus colegas do ISQ, os quais estiveram presentes durantes todo o trabalho agradeço a 
confiança, o constante apoio e incentivo. A particular amizade, dos meus colegas e amigos, Luís Croft, 
João Calado e Zita Correia agradeço-lhes a ajuda, companhia, paciência e constante disponibilidade.  
Aos meus colegas e amigos do mestrado, em especial o João Ramos e a Sílvia Cardoso, que 
sempre me incentivaram e ajudaram durante o desenvolvimento deste trabalho, agradeço-lhes o auxílio, 
a troca de opiniões, a disponibilidade e amizade. 
Aos meus amigos de sempre, a todos, agradeço-lhes o apoio e a amizade incondicional. 
Desejo também expressar o meu sincero agradecimento à minha família, em especial, aos meus 
pais, por todas as oportunidades que me deram para que sempre pudesse estudar e continuar a minha 
carreira e formação. Agradeço também ao meu irmão pelo constante apoio durante a realização deste 
trabalho. 
Por fim, agradecer à Professora Maria José Lourenço pela oportunidade da realização deste 
estágio curricular, bem como toda a disponibilidade e atenção prestadas ao longo deste trabalho. 
 






 Este trabalho teve como objetivo implementar, otimizar e validar um método de geração de 
misturas de partículas de referência para calibrar contadores de partículas óticos, de modo a permitir que 
no futuro, o ISQ se numa entidade acreditada em Portugal para este tipo de calibrações. 
 Para tal, começou-se por fazer uma análise prévia de todos os manuais dos respetivos 
equipamentos e uma pesquisa bibliográfica inicial de modo a otimizar a implementação do método de 
calibração e a desenvolver um procedimento de análise otimizado. 
Visto que os contadores óticos na sua maioria, são utilizados para monitorizar a qualidade do 
ar, principalmente em salas limpas, os mesmos operam em conformidade com a ISO 14644-1. Sendo 
assim, e tendo em conta o tamanho máximo de 2μm permitido gerar pelo método desenvolvido foram 
otimizados neste trabalho os processos de geração de partículas com os tamanhos de referência de 0,1; 
0,3; 0,5 e 1μm, e posteriormente validados. 
Para a validação do método apresentado neste trabalho, seguiu-se o “Guia Relacre n.º13 – 
Validação de métodos internos de ensaio em análise química” para modelos lineares e a ISO 8466-2 
para modelos não lineares, permitindo assim estabelecer critérios de aceitação para o futuro trabalho de 
rotina deste método. 
Relativamente às incertezas calculadas, as mesmas foram determinadas com base no “GUM - 
Guia para a Expressão da Incerteza de Medição” e na ISO 21501-4, estimando-se todas as fontes de 
incerteza e respetivas componentes quadráticas para cada fonte, de modo a calcular a incerteza 
combinada padrão e os respetivos graus de liberdade efetivos, que por fim, permitiram o cálculo do fator 
expansão e da respetiva incerteza expandida. 
Por fim, de modo avaliar a exatidão do método criado, realizou-se uma calibração teste pelo 
método desenvolvido de um contador de partículas ótico do ISQ recentemente calibrado pelo 
Laboratório internacional acreditado AEROLAB, onde foram comparadas as duas calibrações e 
calculado o erro relativo e normalizado para cada um dos tamanhos testados, de modo avaliar a 
qualidade das incertezas expandidas e dos fatores de expansão calculados. 
 
Palavras chave: 
Implementação, validação, incertezas, calibração, acreditação, contadores de partículas óticos, salas 







The objective of this work was to implement, optimize and validate a reference particle 
generation method to calibrate optical particle counters, which will allow ISQ to become an accredited 
entity in Portugal, capable to calibrate this equipment’s in the future. 
Therefore, a preliminary analysis of all the manuals of all the equipment’s and an initial 
bibliographic search was done in order to optimize the implementation of the calibration method and to 
develop an optimize analysis procedure. 
Since the optical particle counters are mostly used to monitor the air quality, especially in clean 
rooms, they operate in accordance with ISO 14644-1. Thus, and taking into to account that the maximum 
size generated by the method created is 2μm, the processes of particle generation with sizes of 0,1; 0,3; 
0,5 and 1μm were optimized and validated in this work. 
For the validation of the method present in this work, the “Guia Relacre n.º13 – Validação de 
métodos internos de ensaio em análise química” for linear models and the ISO 8466-2 for nonlinear 
models were used, allowing to establish acceptance criteria’s for the future routine work of this method. 
Concerning the calculated uncertainties, they were determined using “GUM - Guia para a 
Expressão da Incerteza de Medição” and ISO 21501-4, all sources of uncertainty and their quadratic 
components for each source being estimated, to calculate the combined standard uncertainty and the 
respective degrees of freedom, which allowed the calculation of the expansion factor and its expanded 
uncertainty. 
Finally, in order to evaluate the accuracy of the method created, a test calibration by the method 
created, of a recent calibrated optical particle counter by the accredited international laboratory 
AEROLAB, was carried out, by comparing the two calibrations and calculating the relative and the 
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SPQ Sistema Português de Qualidade 
IPAC Instituto Português de Acreditação 
IPQ Instituto Português da Qualidade 
ISQ Instituto de Soldadura e Qualidade 
COFRAC Comité Francês de acreditação 
OPC Contador de partículas ótico 
CPC Contador de partículas por condensação 
CNC Contador de partículas por nucleação 
NIST Instituto Nacional de Padrões e Tecnologia (National Institute for Standards and Technology, 
EUA) 
AIST Instituto Nacional de Ciência e Tecnologia Industrial Avançadas (National Institute of 
Advanced Industrial Science and Technology, Japão) 
ε Erro de configuração de tamanho de partícula 
η Eficiência de contagem 
εq Erro no caudal de amostragem 
R Resolução de tamanho de partícula 
LD Limite de Deteção 
LQ Limite de Quantificação 
U Incerteza Expandida 
uc Incerteza padrão combinada 
k Fator de expansão 
CV Coeficiente de Variação 
MRC Material de Referência Certificado 
pp/m3 Partículas por metro cúbico 
pp/cm3 Partículas por centímetro cúbico 
l/min Litros por minuto 
Sy/x Desvio padrão residual da função de calibração linear 
Sy2 Desvio padrão residual da função de calibração não linear 
DS Diferença de variâncias 
sr Desvio padrão da repetibilidade 
sb Desvio padrão do declive 
sa Desvio padrão da ordenada de origem 
VII 
 
sm Desvio padrão do método 
Er Erro relativo 
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1 - Introdução    
1.1 – Sistema da Qualidade em Portugal (SPQ) 
O Sistema Português da Qualidade (SPQ) apresentado na Figura 1.1, é o conjunto integrado de 
entidades e organizações interrelacionadas e interatuantes que, seguindo princípios, regras e 
procedimentos aceites internacionalmente, congrega esforços para a dinamização da qualidade em 
Portugal e assegura a coordenação dos três subsistemas – da normalização, da qualificação e da 
metrologia – com vista ao desenvolvimento sustentado do País e ao aumento da qualidade de vida da 
sociedade em geral. [1] 
 
Figura 1.1 Sistema Português da Qualidade [2] 
Subsistema da Metrologia - o subsistema do SPQ que garante o rigor e a exatidão das medições 
realizadas, assegurando a sua comparabilidade e rastreabilidade, a nível nacional e internacional, e a 
realização, manutenção e desenvolvimento dos padrões das unidades de medida. 
Subsistema da Normalização - o subsistema do SPQ que enquadra as atividades de elaboração 
de normas e outros documentos de caráter normativo de âmbito nacional, europeu e internacional. 
Subsistema da Qualificação - o subsistema do SPQ que enquadra as atividades da acreditação, 
da certificação e outras de reconhecimento de competências e de avaliação da conformidade, no âmbito 
do SPQ. 
Com a união destes três subsistemas e seguimento de regras e procedimentos acordados e aceites 
internacionalmente, o SPQ trabalha com o objetivo de aumentar e melhorar a qualidade de vida em 
Portugal, de modo a promover um desenvolvimento sustentado do país em geral. [1] 
 
O SPQ rege-se pelos seguintes princípios: 
1. Credibilidade e transparência - o funcionamento do SPQ baseia-se em regras e métodos 
conhecidos e aceites a nível nacional ou estabelecidos por consenso internacional, e é 
supervisionado por entidades representativas. 
2. Horizontalidade - o SPQ pode abranger todos os setores de atividade da sociedade. 
3. Universalidade - o SPQ pode abranger todo o tipo de atividade, seus agentes e resultados em 
qualquer setor. 
4. Transversalidade da dimensão de género - o funcionamento do SPQ visa contribuir para a 
igualdade entre mulheres e homens. 
5. Coexistência - podem aderir ao SPQ todos os sistemas sectoriais ou entidades que demonstrem 
cumprir as exigências e regras estabelecidas. 
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6. Descentralização - o SPQ assenta na autonomia de atuação das entidades que o compõem e no 
respeito pela unidade de doutrina e ação do Sistema no seu conjunto. 
7. Adesão livre e voluntária - cada entidade decide sobre a sua adesão ao SPQ. 
 
A garantia de satisfação das características que tornam um produto ou serviço apto ao uso, ou 
seja, que garantam a satisfação das necessidades/expectativas, implicam o recurso coordenado a 
atividades metrológicas, normativas e de qualificação (Figura 1.2).  
 
Figura 1.2 Organismos responsáveis dinamização da Qualidade em Portugal [2] 
 
1.2 – Acreditação - Instituto Português de acreditação (IPAC) 
Devido à permanente evolução do mercado, as empresas tendem a procurar novos desafios, 
condicionando-as na procura de ferramentas de gestão que acrescentem valor à organização, melhorem 
o rendimento dos processos, controlem os custos operacionais e valorizem os recursos existentes. Assim, 
a implementação de um Sistema de Gestão de Qualidade (SGQ) promove uma melhoria interna da 
organização, bem como o interesse pelo reconhecimento externo. [3] 
Sendo assim, existe a necessidade de desenvolver normas internacionais, que garantam a 
qualidade dos serviços dos laboratórios de ensaio e calibração. A Norma ISO 17025: Requisitos Gerais 
para a Competência de Laboratórios de Ensaio e Calibração, apresenta os princípios técnicos e de gestão 
a serem seguidos para garantir a qualidade dos serviços prestados e demonstrar a sua competência 
técnica. 
O IPAC é o organismo nacional de acreditação, nos termos do Regulamento (CE) n.º 765/2008, 
e tem por missão desenvolver a atividade de acreditação, reconhecendo a competência técnica dos 
organismos de avaliação da conformidade. [4]  
O processo de acreditação é baseado num conjunto de regras e procedimentos usados para 
reconhecer a competência técnica de uma entidade para a realização de atividades de avaliação da 
conformidade especificadas, sendo regida por normas internacionais. [4] Com o intuito de verificar o 
cumprimento dos requisitos da acreditação de um laboratório são realizadas reavaliações periódicas. 
Para um exemplar cumprimento dos requisitos das boas práticas laboratoriais, que se refletem em bons 
resultados, é necessário que um laboratório acreditado possua recursos humanos, instalações, 
equipamentos, métodos e procedimentos adequados. [4,6] 
Sendo assim, o IPAC atua como agente regulador de laboratórios de ensaio e de calibração, 
organismos de inspeção e organismos de certificação. O IPAC é membro da EA, do ILAC e do IAF, 
estruturas que congregam os organismos de acreditação ao nível europeu e internacional. 
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Assim que um laboratório possui o certificado de acreditação, este é obrigado a cumprir os 
princípios estabelecidos, estando sujeito a diversas auditorias, sendo necessário um esforço e dedicação 
constantes para que tal estado seja mantido. Contudo, o laboratório deixa de estar acreditado sempre que 
o solicitar, sempre que deixar de estar ativo ou sempre que for aplicada uma suspensão ou anulação.  
Para manter um estatuto de laboratório acreditado para um determinado fim, o mesmo estará 
sujeito a auditorias. Estas têm como objetivo fazer uma avaliação presencial que consiste num 
diagnóstico sistemático e detalhado das atividades desenvolvidas no âmbito da acreditação, feita nos 
locais onde a entidade desenvolve tais atividades, pretende avaliar o cumprimento dos critérios de 
acreditação, como por exemplo: conformidade com os requisitos especificados, avaliação da eficácia do 
sistema de gestão empresarial, etc. As auditorias são realizadas anualmente, salvo raras exceções, tais 
como: mudanças significativas na organização e no sistema de gestão da empresa. [4] 
 
1.3 – Instituto de Soldadura e Qualidade (ISQ) – LABMETRO 
 
Figura 1.3 Instalações do ISQ TagusPark  
O Instituto de Soldadura e Qualidade (ISQ) é uma entidade privada, independente e sem fins 
lucrativos que presta serviços de inspeção, ensaio, formação e consultoria técnica. Inicialmente foi 
fundado como Instituto de Soldadura (IS), vocacionado para o setor da construção soldada, na época 
uma tecnologia inovadora e crucial para o desenvolvimento da indústria portuguesa. Nos anos 80 inicia-
se a fase de internacionalização e diversificação da atividade para outros setores, como o ambiente, a 
segurança, a metrologia, as inspeções de instalações e equipamentos elétricos e de construção, os ensaios 
de segurança de bens e equipamentos, sendo em 1985, alterada a denominação social para ISQ. Tem 
como missão fornecer Suporte Cientifico-Tecnológico, promovendo a Melhoria Contínua, a Inovação e 
a Segurança de Pessoas e Bens, na Indústria e Serviços, com presença e vocação internacional 
garantindo a sua Sustentabilidade e o Desenvolvimento dos seus colaboradores. 
O LABMETRO é o conjunto de laboratórios responsáveis por serviços de metrologia nos 
domínios, saúde, acústica e vibração, dimensional, elétrico e radiofrequência, gás e caudal, massa, 
volume e força, ótica e topografia, pressão, temperatura e humidade, centros de inspeção e 
concessionários automóvel, acreditado pelo IPAC, de acordo com a norma EN ISO/IEC 17025 – 
Portugal e Cabo Verde. Em Espanha, os laboratórios são acreditados pelo ENAC. 
Com o desenvolvimento deste trabalho, o ISQ procura tornar-se uma entidade única em Portugal 
acreditada na área de calibração de contadores de partículas em suspensão no ar, bem como na 
monotorização e qualificação de salas limpas. Este trabalho surge assim na necessidade de implementar 
e validar um método de geração de misturas de partículas de referência com vista á calibração dos 
contadores de partículas. 
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1.4– Validação de métodos de ensaio internos  
Cada vez mais é exigida e reconhecida a necessidade de evidenciar a qualidade de um método 
de ensaio. Um método de ensaio é um processo que envolve manipulações suscetíveis à acumulação de 
erros (sistemáticos e/ou aleatórios), podendo assim, alterar de forma significativa o valor do resultado 
final em algumas situações. [6] 
Quando se valida um método interno de ensaio, é necessário efetuar a sua descrição e 
caracterização. A descrição dos métodos internos de ensaio deve ser feita em documentos, de forma 
detalhada, de modo a que qualquer pessoa com uma preparação adequada, o possa realizar.  
Para um controlo efetivo dos resultados e para a garantia da interpretação e confiabilidade dos 
mesmos, o método é sujeito a várias etapas de avaliação, que garantem a sua validação. Segundo a 
norma ISO/IEC 17025 – Requerimentos gerais de competência para Laboratórios de Ensaio e 
Calibração, a validação de um método analítico consiste na “comprovação, através de evidências 
objetivas, de que o método cumpriu os requisitos para uma aplicação ou uso específico pretendido”. [5] 
O objetivo fundamental da validação é então confirmar que as caraterísticas do método satisfazem as 
especificações exigidas para os resultados analíticos, bem como estabelecer limites de controlo a aplicar 
no trabalho de rotina. [3] É essencial que o método de validação esteja descrito num procedimento 
laboratorial e que a determinação dos parâmetros de validação seja efetuada com equipamentos e 
instrumentos dentro das especificações, devidamente calibrados. Para além disso, os analistas devem 
ser adequadamente treinados e qualificados. [7] 
A revalidação do método acontece quando surge alguma modificação nas caraterísticas nos 
métodos normalizados e validados. 
É fundamental assim, que os Laboratórios disponham de meios e critérios objetivos, para que 
através da Validação, demonstrem que os métodos internos de ensaio que executam, conduzem a 
resultados credíveis e adequados à qualidade pretendida. Assim a validação dos métodos internos deve 
ser adaptada para cada caso, sendo necessário para tal o estudo e conhecimento de diversos parâmetros, 
tais como, por exemplo: gama de trabalho e linearidade da curva de calibração, limiares analíticos, 
sensibilidade, precisão e exatidão. Em análises quantitativas, todos estes requisitos são importantes. Em 
análises qualitativas, os aspetos mais relevantes são o a seletividade/especificidade, limite de deteção e 
a robustez. Sendo assim, o laboratório tem a liberdade de analisar os parâmetros que pretende incluir no 
seu plano de validação, mediante o tipo de metodologia. [8] A validação de um método analítico não tem 
que passar obrigatoriamente por todas as etapas referidas, pois, por vezes, basta demonstrar algumas 
delas, efetuando uma validação parcial do método. 
Segundo as recentes diretivas da União Internacional de Química Pura e Aplicada (IUPAC) e 
da Conferência Internacional sobre Harmonização, para que um método analítico seja validado 
completamente têm de ser avaliados nove parâmetros: identificação, especificidade e seletividade, 
sensibilidade, limiares analíticos, linearidade e gama analítica, precisão, exatidão, robustez e coerência. 
[9] 
O processo de validação do método pode ser divido por dois grupos de avaliação: a avaliação 
indireta e a avaliação direta. Para além disso, ainda envolve o controlo químico da qualidade, bem como 




2 – Enquadramento 
 Nos últimos tempos a monotorização das partículas em suspensão no ar tem ganho uma 
importância cada vez maior em várias áreas distintas, onde o controle da contaminação indesejada por 
parte do ar é essencial para a proteção da integridade de processos ou produtos em diversos setores, 
nomeadamente na indústria aeroespacial, microeletrônica, farmacêutica, dispositivos médicos, saúde e 
alimentar. Geralmente, são usadas salas limpas nestas áreas de produção que são constituídas por um 
ambiente controlado, necessário para a utilização ou manufatura destes produtos. [10] 
 Para avaliar assim a qualidade do ar nestas áreas de produção, são usados contadores de 
partículas para monitorizar as partículas presentes em suspensão numa amostra de ar, e avaliar assim a 
contaminação do mesmo. 
 Consoante os tamanhos de partículas que se pretende monitorizar, existem diferentes tipos de 
contadores de partículas. Para tamanhos na escala das nanopartículas até a 1μm são usados os contadores 
de partículas por condensação (CPC ou CNC), para tamanhos a partir de 0,1 μm, contadores de partículas 
óticos por dispersão da luz e para tamanhos a partir de 1 μm contadores de partículas óticos por bloqueio 
da luz. [11] 
 
Figura 2.1 Diferentes técnicas de contagem de partículas de acordo com o seu tamanho relativo [11] 
 
2.1 – Contadores de partículas óticos (OPCs) 
A instrumentação ótica tem sido amplamente usada para determinar contaminações de 
partículas em amostras de ar ou líquidos na indústria. Existem dois tipos de OPCs, diferenciados pelos 
seus princípios de funcionamento: com base na dispersão da luz ou no bloqueio da luz. [11] 
Os OPCs, tem a capacidade de registar e diferenciar contagens consoante os tamanhos das 
partículas. Geralmente, estes equipamentos são constituídos por um laser e um detetor ótico. Para cada 
partícula individual que passa pelo laser, haverá uma dispersão elástica ou bloqueio da respetiva da luz 
sendo detetado um pulso resultante da luz bloqueada ou dispersada, lida pelo detetor ótico, e convertida 
em sinal elétrico. A intensidade do pulso elétrico detetado irá depender do tamanho, índice de refração 
e forma da partícula. Sendo assim, o tamanho das partículas que passam pelo laser, é determinado a 
partir da intensidade da luz dispersa, para os contadores por dispersão, e a partir da intensidade da luz 
não bloqueada pelas partículas, para os contadores por bloqueio da luz. [12] 
 Para estabelecer uma relação entre a intensidade do pulso elétrico e o tamanho da partícula, é 
necessária a calibração de cada OPC com o uso de partículas com tamanho, índice de refração e forma 
bem definidos. Por fim, o equipamento efetua uma contagem por cada partícula detetada pelo detetor 
ótico, por unidade de volume de amostra. 
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2.2 – Contadores de partículas por condensação (CNC ou CPC) 
 Geralmente, os OPCs são inadequados para detetar partículas abaixo dos 0,1μm. [11] Sendo 
assim, são usados contadores de partículas por condensação que são amplamente usados para medir 
concentrações numéricas de partículas submicrométricas (≤1μm).  
Nestes contadores, as partículas são detetadas e contadas por dispersão ótica de uma maneira 
muito semelhante a um contador de partículas ótico, no entanto, não fornecem informações acerca do 
tamanho das partículas contadas. 
O principio do seu funcionamento consiste em fazer com que as partículas a detetar sejam 
usadas como núcleos de condensação de um vapor supersaturado. [13] A amostra de partículas em 
suspensão é arrastada até uma zona aquecida onde entra em contacto com um fluído de trabalho 
(normalmente água ou n-butanol), onde acontece a supersaturação desta mistura. De seguida, a amostra 
passa por uma fase de resfriamento, ao passar por um condensador, onde para cada partícula, se irá 
formar uma gotícula de tamanho suficiente, a ser detetada pelo detetor ótico do equipamento, sendo 
assim contabilizada na contagem final. [14] 
Embora estes contadores não forneçam informações sobre o tamanho original das partículas 
contadas, eles são frequentemente acoplados com dispositivos de seleção de tamanho, como os 
Analisadores de Mobilidade Diferencial, que garantem a seleção de partículas com tamanho específico 
a serem detetadas pelo contador. O seu principio de funcionamento consiste normalmente em ionizar 
um aerossol a partir de uma fonte de raios-X, de modo a criar um equilíbrio electroestático, sendo que 
este irá passar posteriormente por um campo elétrico de intensidade controlada, que permitirá apenas a 
saída de um determinado tamanho á saída do equipamento. [13] 
 





2.3 – Calibração dos contadores de partículas 
Idealmente, a comparabilidade de medição deve ser assegurada por um sistema hierárquico de 
procedimentos e padrões, capazes de assegurar a rastreabilidade das medições ás unidades do Sistema 
Internacional (SI). Todas as comparações envolvidas devem ser da responsabilidade de diferentes níveis 
de Laboratórios e ser realizadas com uma incerteza conhecida que mede a intensidade das ligações da 
cadeia de rastreabilidade. 
Sendo assim, todas as medições devem ser rastreáveis a uma base que pode ser desde local a 
internacional, de modo assegurar a comparabilidade de todos os resultados que lhe são referenciados. O 
objetivo da rastreabilidade é identificar esta referência e assegurar que é satisfatória. 
O método utilizado para calibrar os contadores de partículas consiste em gerar um aerossol 
constituído por partículas de poliestireno látex esféricas (PSL), com tamanhos certificados pelo NIST e   
pelo AIST, que irão por sua vez, ser detetadas por um contador de partículas padrão CPC certificado 
pelo laboratório AEROLAB acreditado pela COFRAC, e por um contador de partículas a ser calibrado. 
A norma ISO 21501-4:2018 é responsável por descrever os métodos de calibração e verificação 
para OPCs, de modo a minimizar a imprecisão do resultado de medição, bem como as diferenças nos 
resultados medidos por diferentes instrumentos.  Para além disso, também descreve condições e 
sugestões de modo a otimizar a calibração dos OPCs, sendo os maiores desafios a manutenção da 
homogeneidade do tamanho das partículas geradas e redução de percas ao longo do processo de geração. 
Os instrumentos em conformidade com a ISO 21501 são usados por exemplo para a 
classificação da limpeza do ar em salas limpas e ambientes controlados associados de acordo com a ISO 
14644-1. [11] 
Tabela 2.1 Classificação das salas limpas de acordo com a ISO14644-1:2015[16] 
Classe 
ISO (N) 
Concentração máxima permitida para partículas com tamanho 
igual ou superior que os apresentados (pp/m3) 
0,1μm 0,2μm 0,3μm 0,5μm 1μm 5μm 
1 10      
2 100 24 10    
3 1000 237 102 35   
4 10000 2370 1020 352 83  
5 100000 23700 10200 3520 832  
6 1000000 237000 102000 35200 8320 293 
7    352000 83200 2930 
8    3520000 832000 29300 
9    35200000 8320000 293000 
 
Na Figura 2.3 está representada a linha de montagem utilizada para calibrar os contadores de 





Figura 2.3 Esquema geral da montagem para calibrar contadores de partículas óticos[17] 
 
TSI 3074B Filtered Air Supply 
 Este equipamento é utilizado para purificar a fonte de ar comprimido necessária onde são 
removidas as partículas de óleo e a humidade presentes no mesmo. É constituído por dois pré filtros 
onde são removidas quaisquer partículas ou gotículas presentes por coalescência, uma membrana 
seletiva onde é removida a humidade presente no ar e por fim, remove partículas finas remanescentes 
através de um filtro HEPA de alta eficiência. Possui ainda uma válvula que permite regular a pressão de 
saída do ar comprimido. 
 
TSI 3076 Atomizer 
Este equipamento é utilizado para gerar o aerossol contendo as partículas de tamanho 
certificado.  O ar comprimido purificado, é então expandido através de um orifício, criando uma zona 
de baixa pressão dentro do equipamento. O equipamento possui um reservatório com água onde se 
adicionam as partículas de tamanho certificado, sendo estas arrastadas até á câmara de atomização, onde 
são atomizadas pelo o jato de ar que entra no sistema, formando-se assim o aerossol. As gotículas de 
maior dimensão são removidas por impacto na parede oposta ao jato de ar, sendo estas drenadas na parte 
inferior do bloco de montagem. Um spray fino de aerossol deixa o atomizador através de um encaixe no 
topo do equipamento. As partículas geradas são electrostaticamente instáveis, sendo que a partir deste 
passo, apenas poderão ser usados materiais á base de aço inoxidável, Teflon e tubos de carbono de baixa 




Figura 2.4 Atomizador [18] 
TSI 3062 Diffusion Dryer 
Este equipamento tem como função secar o aerossol gerado, onde está incorporado inicialmente 
um filtro que remove as gotículas de água de maior dimensão. O aparelho é composto por dois cilindros 
concêntricos, sendo o interno formado por uma tela de arame e o externo formado por acrílico, estando 
entre os dois, um volume de sílica gel. A água presente no aerossol húmido ao passar pelo cilindro 
interior, flui através do arame difundindo-se na sílica gel. A perca de partículas é minimizada pois estas 
não entram em contacto com a sílica. 
 
 
Figura 2.5 TSI 3062 Difusion Dryer [19] 
 
TSI 3088 Aerosol Neutralizer/ TSI 3080 Electrostatic Classifier 
Este equipamento utiliza uma fonte suave de raios-X para ionizar partículas do aerossol, de 
modo haver partículas carregadas tanto negativamente como positivamente. Com um tempo de 




Figura 2.6 TSI 3088 Aerosol Neutralizer [20] 
 
De seguida, este fluxo de partículas, passará por uma haste de alta-tensão carregada 
negativamente, onde a voltagem da mesma é controlada pelo operador, de modo a ser criado um 
determinado campo elétrico. Ao passarem por esta haste, as partículas ionizadas irão descrever uma 
determinada trajetória de acordo com a Figura 2.7, de acordo com o campo elétrico aplicado, saindo 
apenas deste equipamento, o tamanho permitido pelo campo elétrico aplicado. 
 
 
Figura 2.7 Campo elétrico criado pela haste [15] 
 
TSI 3708 Flow splitter 
  Este equipamento é utilizado para dividir o fluxo gerado de aerossol até quatro partes iguais, 
permitindo assim em simultâneo, a calibração de três contadores diferentes. Para garantir uma boa 
divisão de fluxos, é necessário garantir turbulência suficiente neste equipamento, visto que para fluxos 





TSI 3772 CPC (Contador de partículas padrão) 
 Como contador de partículas padrão, é utilizado um contador de partículas por condensação 
(TSI 3772 CPC), sendo apresentado na Figura 2.8, o esquema do seu funcionamento. 
 
Figura 2.8 Esquema do funcionamento do Contador de partículas por condensação padrão [21] 
  
O aerossol contendo as partículas certificadas é arrastado continuamente até um ponto onde é 
aquecido e difundido em n-butanol vaporizado. Posteriormente, a dispersão partículas+butanol passa 
por um condensador formando-se gotículas de n-butanol (cada uma contendo uma partícula) de tamanho 
suficiente para serem detetadas por um detetor ótico e onde é determinada a sua concentração em pp/cm3 
tendo em conta o caudal de entrada do equipamento. 
 
2.5 – Calibração de acordo com a ISO 21501-4 [22] 
A norma ISO 21501-4:2018 é responsável pela descrição do método de calibração de OPCs 
para tamanhos de partículas entre 0,1 e 10 μm. Os requisitos mínimos a serem avaliados durante a 
calibração de um OPC são: 
 
 Erro de configuração de tamanho; 
 Eficiência de contagem; 
 Erro no caudal de amostragem; 
 Falsa contagem; 
 Resolução de tamanho; 
 
Geralmente, os OPCs presentes no mercado apresentam a contagem das partículas numa 
amostra de ar por intervalos de tamanhos predefinidos em conformidade com a ISO 14644-1, sendo que 
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as partículas detetadas, são apresentadas por intervalos de tamanho e não por contabilização de tamanhos 
individuais. 
 
Figura 2.9 Exemplo de um display de um Contador de partículas ótico 
  
Nestes casos, a avaliação do erro de configuração de tamanho e da resolução de tamanho 
segundo a ISO 21501-4, não é possível, pois por exemplo para as 780 partículas contadas para o canal 
1μm como apresentado na Figura 2.9, corresponde na realidade a todas as partículas contadas entre o 
canal 1μm e 3μm. 
 
Erro de configuração de tamanho (ε) 
Este teste consiste em avaliar o erro da atribuição do tamanho do OPC em relação ao tamanho 
real das partículas detetadas. 
Através da conexão de um analisador de pulsos elétricos, como por exemplo um osciloscópio 
ou um voltímetro, ao OPC, é possível determinar a distribuição para a voltagem dos pulsos elétricos das 
partículas geradas ao serem detetadas pelo equipamento (Figura 2.10). 
 





 Na Figura 2.10, X corresponde á voltagem dos pulsos, Y à frequência, V1 à voltagem mínima 
limite, Vm à voltagem média e Vu ao limite superior de voltagem. A voltagem média dentro dos limites 
V1 e Vu deve ser calculada e atribuída como o tamanho real das partículas determinadas (xc).  
 O erro de configuração de tamanho é calculado da seguinte forma:  
 





 Sendo xi é o tamanho determinado pelo OPC e xc o tamanho real correspondente a Vm. 
 
Eficiência de contagem (η) 
 Este parâmetro a determinar é possivelmente o mais importante de toda a calibração pois é 
aquele que avalia o rácio entre as concentrações lidas pelo OPC e o CPC padrão. Sendo assim, este 
parâmetro é determinado pela medição em paralelo do OPC a calibrar e o CPC padrão, para um 







 Sendo η é a eficiência da contagem, C1 as partículas contadas pelo OPC e C0 as partículas 
contadas pelo CPC. 
 Para avaliar este parâmetro é necessário no mínimo duas populações de partículas de calibração, 
sendo uma correspondente ao tamanho mais próximo do tamanho mínimo detetado pelo equipamento, 
e outro correspondente ao tamanho 1,5 ou 2 vezes superior ao tamanho mínimo detetável. Durante a 
avaliação deste parâmetro, a concentração medida tanto pelo CPC de referência como o OPC a calibrar, 
não pode ultrapassar 25% da concentração máxima permitida para cada um dos equipamentos. 
 
Erro no caudal de amostragem (εq) 
Este teste tem por objetivo avaliar se o caudal de amostragem do OPC está dentro das 
especificações fornecidas pelo fabricante do OPC. 
O erro do caudal de amostragem é calculado da seguinte forma: 
 
𝜀௤ = 𝑞௠ −  𝑞௦ 
 
Sendo εq é o erro do caudal de amostragem do equipamento, qs o caudal especificado pelo 
fabricante do equipamento e o qm o caudal medido por um caudalímetro de referência. 








Este teste consiste em avaliar a contagem do equipamento para um volume de ar que não 
contenha nenhuma partícula mensurável. Este teste é feito para o tamanho mínimo detetável pelo OPC, 
estando conectado á entrada do equipamento um filtro HEPA, durante 35 minutos ou de modo a perfazer 
1m3 de caudal. Presume-se que a probabilidade de aparecimento de contagens falsas seja descrita pela 
distribuição de Poisson. A distribuição de Poisson é definida por:  
 





Sendo X é o número de falsas contagens, λ é o valor médio da população, P (X; λ) é a 
probabilidade de observar X de uma população com o valor médio λ. 
O limite superior de confiança é definido por: 
 





Sendo ε o nível de significância. Quando o limite de confiança é de 95%, ε é igual a 0,05. 
 Na Tabela 2.2, estão descritos os limites superiores de confiança de acordo com as contagens 
observadas. Quando a contagem observada é igual a zero, é possível ter três contagens com uma 
probabilidade de 5 %.  
Tabela 2.2 Contagens observadas para um limite de confiança de 95 % 
Contagens observadas 



















Resolução de tamanho (R) 
 O objetivo deste teste é avaliar a capacidade do OPC distinguir partículas de tamanhos 






 Sendo σ o desvio padrão aparente da distribuição determinada para os pulsos elétricos detetados 
pelo OPC, σc o desvio padrão em relação ao tamanho certificado pelo fabricante das partículas padrão, 
e xc o tamanho médio certificado das partículas padrão. 
 
 
Figura 2.11 Distribuição dos tamanhos dos pulsos para calcular a resolução do tamanho 
Como apresentado na Figura 2.11, são determinados os limites de tensão superiores e inferiores 
V1 e Vu, que correspondem a 61% da altura do pulso na distribuição calculada. De seguida, são 
determinados os tamanhos x1 e xu correspondentes a V1 e Vu, e é calculado o valor absoluto das 
diferenças |x1 – xc| e |xu – xc|, sendo xc o tamanho certificado das partículas padrão. O desvio padrão 
aparente é então igual ao valor absoluto das diferenças |x1 – xc| e |xu – xc| maior. 
  
 Critérios de conformidade segundo a ISO 21501  
 Os seguintes critérios apresentados na Tabela 2.3, não tem em consideração a incerteza do 
resultado final obtido. 
Tabela 2.3 Critérios para os OPCs conforme a ISO 21501 [22] 
 ε 
η  no tamanho 
mínimo detetável 
(%) 
η para tamanhos 1,5 ou 2 vezes 
acima do mínimo detetável 
(%) 
R Contagens falsas Εq 













3 – Validação de métodos internos 
A qualidade das medidas instrumentais e a confiabilidade estatística dos cálculos envolvidos na 
validação de um método, são dois parâmetros de elevada importância que demonstram o bom 
desempenho de qualquer técnica analítica implementada num laboratório. A validação é um dos passos 
a ter em conta quando se quer a implementar um método, pois é através da validação que conseguimos 
garantir a aplicabilidade, fiabilidade para a qualidade assegurada e demostração de competência técnica. 
Nesta fase são efetuados diversos ensaios que permitem definir indicadores e critérios para os mesmos, 
do bom desempenho das técnicas como é o caso da seletividade, curva de calibração, estudo da 
linearidade, sensibilidade do método, limites de deteção (LD) e quantificação (LQ), precisão, exatidão 
e robustez. A estimativa destes parâmetros pode variar de acordo com a técnica analítica empregue, ou 
com os guias de validação a seguir. [23] 
A norma ISO/IEC 17025 foi criada de modo a orientar os laboratórios para promover a 
confiança e competência no funcionamento dos mesmos, sendo esta norma específica para laboratórios 
de ensaio e calibração, onde a validação é referenciada como um dos requisitos técnicos na qualidade 
assegurada pelos laboratórios.  
Para a validação do método de calibração de contadores de partículas, utilizou-se o “Guia 
Relacre n.º13 – Validação de métodos internos de ensaio em análise química”, que foi publicado no ano 
2000 com o objetivo da uniformização de critérios utilizados para demonstrar que um método interno 
de ensaio, nas condições em que é praticado, tendo as características necessárias para a obtenção de 
resultados com a qualidade exigida. Este documento estabelece linhas de orientação a seguir pelos 
Laboratórios Químicos em Portugal, que pratiquem métodos internos de ensaio. 
Os requisitos mínimos para a validação de métodos internos de ensaio dependem do tipo de 
método em causa e compreendem o estudo e conhecimento dos parâmetros seguintes [24]:  
 Gama de trabalho/Linearidade;  
 Limiares analíticos (Deteção e Quantificação);  
 Sensibilidade;  
 Precisão;  
 Exatidão. 
 
 3.1 – Avaliação Indireta 
 Neste tipo de validação são determinados os parâmetros característicos e critérios de aceitação 
para o trabalho realizado em rotina. 
 
 3.1.1 - Especificidade/Seletividade 
A Seletividade é a capacidade de um método identificar e distinguir um analito em particular 
numa mistura complexa sem interferência dos outros componentes. Esta característica depende, no 
entanto, do tipo de compostos a analisar. Diz-se que um método é específico quando permite discriminar 
o analito relativamente a outras substâncias, eventualmente presentes na amostra a analisar, ou seja, 
quando oferece garantias que a grandeza medida provém apenas do analito. Assim, será necessário 
averiguar a possível interferência de outras substâncias eventualmente presentes na amostra, utilizando 
para o efeito uma amostra complexa (multi-componente).  
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Um método analítico pode ser considerado aplicável (específico e seletivo) quando na prática, 
e após a realização de testes de recuperação, se verificar que as taxas de recuperação são próximas de 
100%. O êxito das taxas de recuperação depende obviamente do tipo de metodologia praticada, isto é, 
se para alguns métodos se admite intervalos de recuperação mais alargados devido às próprias 
características do método, para outros não poderão ser tolerados grandes intervalos. Caberá ao 
Laboratório, que realiza ensaios de recuperação, ter critérios de aceitação relativos às taxas de 
recuperação conseguidas, baseados em dados e factos credíveis. 
 
3.1.2 - Quantificação 
Na fase de validação é necessário determinar outros parâmetros de elevada importância como é 
o caso das curvas de calibração, gama de trabalho, limiares analíticos e sensibilidade. 
 
3.1.2.1 – Curva de calibração 
As curvas de calibração são a relação entre o sinal e a concentração ou uma quantidade de 
substância conhecida. Inicialmente, na fase de validação, estas curvas são efetuadas diariamente e 
posteriormente, com base no histórico adquirido, procede-se ao estudo da sua estabilidade face a 
critérios de aceitação entretanto definidos. Quando se utiliza o método dos mínimos quadrados, o eixo 
das ordenadas (y) representa a resposta instrumental do equipamento e o eixo das abcissas (x) representa 
sempre às concentrações dos padrões. Na fase de validação quando se recorre ao uso 
equipamentos/software para efetuar cálculos, o laboratório deve evidenciar em que condições se obtêm 
resultados compatíveis. [25] 
 
3.1.2.2 – Gama de trabalho 
A gama de trabalho muitas vezes já se encontra definida em literatura reconhecida, sendo o seu 
estudo neste caso não obrigatório, mas se o laboratório o quiser efetuar pode recorrer ao teste de 
homogeneidade das variâncias quando envolve o traçado de curvas de calibração. Em métodos em que 
isso não acontece deve-se definir previamente a gama de trabalho tendo em conta os diversos fatores 
que poderão influenciar o trabalho, por exemplo, quantidade de amostra disponível. 
Para a avaliação da gama de trabalho em métodos que utilizam modelos de calibração linear, ou 
de 2º grau, são recomendados pela ISO 8466-1 e pela ISSO 8466-2 respetivamente, dez pontos de 
calibração, não devendo ser em número inferior a cinco, distribuindo-se de igual modo na gama de 
concentrações. O primeiro e o último padrão são analisados em 10 réplicas independentes. Definida a 
gama de trabalho, é usado o teste de homogeneidade de variâncias, de modo a avaliar se existem 
diferenças significativas nas variâncias dos limites da gama de trabalho. [23,24,26,27] 
 
Teste de homogeneidade de variâncias 











 Sendo:  





Para i =1 e i = 10. i representa o número do padrão e j o número de repetições efetuadas para 
cada padrão. 
Para avaliar se existem diferenças significativas nas variâncias dos limites da gama de trabalho, 
é feito o cálculo do valor PG, sendo depois comparado com o valor tabelado da distribuição de F de 
Snedecor/Fischer, para n-1 graus de liberdade:  
 
a) PG = ௌభబ
మ
ௌభమ
  quando S210>S21 
b) PG = ௌభ
మ
ௌభబమ
 quando S21>S210 
 
 Se PG ≤ F: a gama de trabalho está bem ajustada pois as diferenças de variâncias não são 
significativas. 
 Se PG ≥ F: a gama de trabalho não está bem ajustada pois as diferenças de variâncias são 
significativas, sendo que se deve reduzir a gama de trabalho até PG ≤ F. 
 
3.1.2.3 – Linearidade 
 A linearidade é a capacidade que um método analítico tem para fornecer resultados diretamente 
proporcionais á variação de concentração do analito, sendo esta capacidade representada por uma 
expressão matemática usada posteriormente para calcular a concentração de analito real. 
 Para o estudo da linearidade, calcula-se a função linear e a função não linear para um conjunto 
de pares ordenados, bem como os respetivos desvios padrão residuais (Sy/x e Sy2) 
 A diferença de variâncias é calculada da seguinte forma: 
 
𝐷𝑆ଶ = (N – 2) . S2y/x – (N – 3) . S2y2 
 
Em que N é o número de padrões de calibração. 






Compara-se o valor de PG com o valor tabelado na distribuição F de Snedecor/Fischer: 
 Se PG ≤ F : a função é linear. 








A avaliação da linearidade pode também ser feita através da representação gráfica da função de 
calibração juntamente com o cálculo e análise do coeficiente de correlação, contudo, esta avaliação deve 
ser bem interpretada, pois os coeficientes de correlação são bons indicadores de correlação, mas não 
necessariamente de linearidade. [24] 
 
 3.1.2.4 - Limiares analíticos 
Os conceitos de limite de deteção (LD) e limite de quantificação (LQ) são extremamente 
importantes, pois estes fornecem os limiares analíticos inferiores onde é possível detetar e quantificar o 
analito com uma determinada precisão e exatidão. [24,29] 
O intervalo compreendido entre o limite de deteção e o limite de quantificação deve ser 
considerado como uma zona de deteção semi-quantitativa e não quantitativa, não devendo ser reportados 
valores numéricos neste intervalo. [24,30] 
Estes limites dependem de diversos fatores que variam no tempo (contaminações, tipo de 
amostra, equipamento, operador, …), devendo assim ser reavaliados sempre que haja variação de 
equipamento, pessoal, critérios, quando se trabalha com gamas baixas de concentração. [22] 
A atualização dos limiares analíticos deve ser efetuada sempre que: 
 Ocorrerem alterações de analistas, reagentes, equipamento, ambiente, entre outros; 
 Se faz uma nova curva de calibração, caso o método envolva o traçado de uma curva de 
calibração. 
 
Limite de deteção (LD) 
 O LD corresponde ao teor mínimo do qual é possível detetar a presença do analito com uma 
certeza estatística razoável. Representa a mais pequena quantidade de substância a analisar que pode ser 
detetada numa amostra, mas não necessariamente quantificada como valor exato, uma vez que a 
quantificação a este nível está sujeita a erros significativos. [24] 
 Em termos qualitativos, o conceito de limite de deteção corresponde á menor concentração em 
que é possível distinguir o analito do branco, ou seja, de uma amostra que contém a mesma matriz, mas 
que não contenha o analito. 
O limite de deteção pode ser determinado através de várias réplicas de brancos/padrões vestígio 
ou através da calibração linear. Na primeira situação, o LD pode ser expresso por:  
 
𝐿𝐷 =  𝑋଴ + 𝐾. 𝜎଴ 
 
Sendo X0 a média aritmética do teor de uma série de brancos ou padrões vestígio (entre 10 e 20 
ensaios), preparados de forma independente e lidos ao longo de vários dias de trabalho, e σ0 corresponde 
ao desvio-padrão associado a X0. Partindo do princípio que se trata de uma distribuição normal de erros 
(gaussiana) e de que a lei de probabilidade de X0 é suficientemente conhecida, então o valor de K 
(constante da distribuição normal) é 3,3 para um nível de confiança de cerca de 99,7%. 











Sendo Sy/x o desvio padrão residual da curva de calibração e b é o declive da mesma. 
 
Limite de quantificação (LQ) 
 O LQ corresponde á menor concentração medida a partir da qual é possível quantificar o analito, 
com uma determinada exatidão e precisão. Em termos práticos, LQ corresponde ao padrão de calibração 
de menor concentração. Após a determinação deste limite, o mesmo deve ser testado para averiguar se 
a exatidão e precisão conseguida é satisfatória, recorrendo a uma série de padrões internos, em condições 
de precisão intermédia, cuja concentração se encontre próxima ou igual à do limiar de quantificação.  
O coeficiente de variação (𝑪𝑽) associado, também conhecido por desvio-padrão relativo, não 
deve exceder 10%. Na prática, só podem ser reportados valores de concentrações superiores ao LQ.[24] 
Quantitativamente, o limite de quantificação é determinado por: 
 
𝐿𝑄 =  𝑋଴ + 10. 𝜎଴ 
 
Sendo X0 a média aritmética do teor de uma série de brancos ou padrões vestígio (entre 10 e 20 
ensaios), preparados de forma independente e lidos ao longo de vários dias de trabalho, e σ0 corresponde 
ao desvio-padrão associado a X0.  
Em caso de utilização do padrão vestígio ou branco fortificado, o LQ é determinado recorrendo-
se a um conjunto de padrões vestígio ou brancos fortificados, independentes, testados em condições de 
precisão intermédia, sujeitos a estudos de exatidão e precisão. Aceite-se como estimativa do LQ, a 
concentração utilizada, desde que os parâmetros antes citados revelem níveis aceitáveis, em regra 
valores cujo desvio é inferior a 10%. 
Em caso do método envolver a utilização de uma calibração linear, o LQ pode ser determinado 
da seguinte forma:  
 





Sendo Sy/x o desvio padrão residual da curva de calibração e b é o declive da mesma. 
 
3.1.2.5 - Sensibilidade 
 A sensibilidade de um método corresponde á derivada de primeira ordem da curva de calibração. 
Sendo assim, a sensibilidade pode ser definida como o quociente entre o acréscimo do valor lido Δy e a 












Esta característica avalia a capacidade de um método distinguir pequenas diferenças de 
concentração para um analito.  
A sensibilidade é um parâmetro interessante pelo seu aspeto relativo, ou seja, 
 quando se pretende avaliar a evolução desta grandeza ao longo do tempo; 
 quando se compara a sensibilidade de vários métodos analíticos para um mesmo analito, 
baseados em modelos lineares; 
 quando se compara a sensibilidade para vários analitos.  
O termo sensibilidade encontra-se associado à capacidade de resposta do analito e não deve ser 
confundido com o limite de deteção, que corresponde à menor concentração do analito que pode ser 
detetada. 
 
3.1.3 – Precisão 
A precisão tem como objetivo avaliar a dispersão de resultados entre ensaios independentes, 
repetidos sobre uma mesma amostra, amostras semelhantes ou padrões, em condições definidas. 
Existem duas formas para avaliar esta dispersão, designadas por repetibilidade e 
reprodutibilidade. Entre estas duas medidas de precisão existe uma situação intermédia que se designa 
por precisão intermédia ou variabilidade intralaboratorial.  
 
3.1.3.1 – Repetibilidade 
 A repetibilidade indica a precisão de um método de ensaio realizado nas mesmas condições 
experimentais e num curto intervalo de tempo. Estas condições devem ser tão estáveis quanto possível 
como, sendo estas, o mesmo laboratório, analista, equipamento, reagentes, num curto intervalo de 
tempo. [20] 
O limite de repetibilidade (r) é o valor abaixo do qual se deve situar, com uma probabilidade 
específica (normalmente 95%), a diferença absoluta entre dois resultados de ensaio (Xi, Xi-1), obtidos 
nas condições acima referidas. 
Na prática aceitam-se os resultados de duas determinações efetuadas em condições de 
repetibilidade se | Xi - Xi-1 | ≤ r. Se a amplitude entre os dois ensaios seja superior ao limite de 
repetibilidade, será necessário, numa primeira fase, fazer uma análise crítica e, caso seja necessário, 
recorrer à repetição de ensaios segundo um plano assente em dados bibliográficos ou normas, 
nomeadamente as Normas ISO 5725-2 e ISO 5725-6. [24] 
O limite de repetibilidade é dado por:  
 






Sendo Sr determinado da seguinte forma:  
 
𝑆௥௜ଶ =
∑  ൣ(𝑛௪௜ − 1).  𝑆௪௜ଶ ൧
௣
௪ୀଵ





Sendo S2ri a variância de repetibilidade associada aos resultados considerados para cada 
laboratório, S2wi a variância associada aos resultados considerados para cada laboratório, (nwi – 1 ) o 
número de graus de liberdade da série de análises e o p, o número de laboratórios participantes. 
Se considerarmos um nível de confiança de 95% o limite de repetibilidade é dado por:  
 
𝑟 = 1,96. √2𝑆௥ = 2,8 . 𝑆௥ 
 
Também a partir dos dados obtidos é possível determinar o Coeficiente de Variação de 
Repetibilidade (CVr) por divisão do desvio padrão de repetibilidade pela média dos valores 
considerados:  
 
%𝐶𝑉௥ =  
𝑆௥
?̅?
 𝑥 100 
 
Sendo Sr o desvio padrão de repetibilidade e 𝒙ഥ a média dos valores considerados. 
 
3.1.3.2 – Reprodutibilidade 
A reprodutibilidade exprime a precisão de um método de ensaio efetuado em condições 
experimentais diferentes, utilizando o mesmo método de ensaio numa mesma amostra, fazendo variar 
determinadas condições de medição como, operadores diferentes, laboratórios diferentes, equipamentos 
diferentes e intervalo de tempo diferentes. [26] 
O objetivo da reprodutibilidade é verificar a homogeneidade de resultados quando uma mesma 
amostra é realizada por um mesmo método, mas variando as condições de medição. A sua determinação 
é obtida pela realização de ensaios interlaboratoriais (EIL), onde vários fatores podem influenciar este 
parâmetro de desempenho, incluindo diferenças de temperatura ambiente e humidade, equipamento com 
características diferentes, reagentes de diferentes fornecedores ou diferentes lotes e operadores com 
diferentes experiências e rigor. 
Nos ensaios interlaboratoriais, é feito o envio de uma série de amostras aos laboratórios 
participantes, os quais realizam ensaios sobre a mesma amostra. O valor da variância associada à 
reprodutibilidade é determinado segundo a expressão:  
 








Sendo SRi2 a variância da reprodutibilidade, SLi2 a variância interlaboratorial e Sri2 a variância 
da repetibilidade. 
Quando se pretende a implementação de um novo método de análise, o estudo da 
reprodutibilidade de um método é imprescindível, pois permite averiguar a precisão do método sobre 
diferentes condições de trabalho.  
O limite de reprodutibilidade (R) corresponde ao valor máximo admissível para a diferença 
absoluta entre ensaios em condições de reprodutibilidade, determinada para o nível de confiança de 
95%. Sendo assim, o limite de reprodutibilidade é dado por:  
 
𝑅 = 𝑡 . √2 . 𝑆ோ௜ = 1,96 . √2 . 𝑆ோ௜ = 2,8 . 𝑆ோ௜ 
 
Sendo SRi o desvio padrão da reprodutibilidade associado aos resultados considerados, para cada 
laboratório. 
O coeficiente de variação de reprodutibilidade (CVR) em percentagem é dado por:  
 
%𝐶𝑉ோ =  
𝑆ோ
?̅?
 𝑥 100 
 
Sendo SR o desvio padrão de repetibilidade e 𝒙ഥ a média dos valores considerados. 
 
3.1.3.3 – Robustez [27] 
A robustez de um método corresponde à capacidade de este produzir o mesmo resultado, perante 
pequenas alterações das condições experimentais (por exemplo, de temperatura, concentração do 
analito, etc) que possam ocorrer quando está a ser executado, de modo a que a sua exatidão e precisão 
não sejam afetadas. 
Este parâmetro só poderá ser avaliado numa fase final da validação do método. 
Para determinar a robustez de um método de ensaio, pode-se recorrer ao teste de YOUDEN. 
Trata-se de um teste simples, que permite não só avaliar a robustez do método, como também seriar a 
influência de cada uma das variações nos resultados finais, indicando qual o tipo de influência (por 
excesso ou por defeito) de cada uma dessas variações. Quanto maior for a robustez de um método, maior 
será a confiança desse relativamente à sua precisão. 
3.2 – Avaliação direta 
 Este tipo de avaliação tem como objetivo determinar a exatidão de um método de ensaio, ou 
seja, analisar a concordância entre o resultado obtido por um método de análise e um valor de referência 
aceite como verdadeiro. Neste tipo de análise, os principiais processos utilizados para avaliar a exatidão 
de um método são: 
 Materiais de referência certificados (MRC) 
 Ensaios Interlaboratoriais 






3.2.1 – Exatidão 
 A exatidão de um método de ensaio permite avaliar a proximidade entre o valor obtido (µ) pelo 
método de análise e o valor de referência (𝝉) convencionalmente aceite como verdadeiro. Este 
parâmetro, que está dependente de erros sistemáticos, pode ser estimado com base em análise de 
materiais de referência certificados (MRC), participação em ensaios interlaboratoriais (EIL) e realização 
de ensaios de recuperação. Pode ser expresso através de:  
 Erro absoluto (𝚫); 
 Erro relativo (Er); 
 Fator de desempenho (z-score); 
 Erro normalizado (En); 
 Percentagem de recuperação (%Rec). 
 
3.2.1 – Materiais de Referência Certificados, MRC 
Os materiais de referência certificados (MRC) são acompanhados de documentação emitida por 
uma entidade qualificada fornecendo valores de uma ou mais grandezas especificadas, incertezas e 
rastreabilidades associadas e procedimentos válidos. Segundo o Guia para a aplicação da NP EN 
ISO/IEC 17025, os MRC são “preparados por entidades reconhecidas, sendo atribuídos valores 
certificados e respetivas incertezas aos parâmetros”. [28] Estes estabelecem a rastreabilidade das medições 
químicas e permitem controlar a exatidão do método utilizado. Desta forma, poderão ser utilizados no 
processo de validação, na implementação ou como controlo de qualidade na utilização quotidiana. [29] 
A aquisição de um MRC deve ser feita a um organismo reconhecido e credível. Os MRC são 
utilizados para avaliar o desempenho de um laboratório, através da análise do mesmo. O valor obtido 
na análise de um MRC deve ser comparado com o valor certificado, determinando-se o erro e exatidão 
da análise. Quando o valor obtido se encontra fora do intervalo de incerteza indicado para o valor 
certificado, o Laboratório deve procurar as causas deste desvio e tentar aceitá-las ou eliminá-las. 
Conforme o rigor definido para os seus resultados, o Laboratório pode adotar critérios diferentes para 
aceitação dos resultados dos MRC. Para avaliar os resultados obtidos, são utilizados os seguintes testes 
de aptidão: 
 Erro relativo; 
 Teste de hipóteses (t-test); 
 Fator de desempenho (z-score); 
 Erro normalizado. 
 
3.2.2 – Ensaios Interlaboratoriais[30] 
Existem diversos tipos de ensaios interlaboratoriais, consoante os objetivos a que se destinam, 
apresentando-se de seguida alguns exemplos: 
Ensaio interlaboratorial de aptidão - Tem como objetivo avaliar o desempenho de vários 
laboratórios participantes, onde em alguns países, são usados como condição para acreditação do 




Ensaio interlaboratorial de normalização - Tem como objetivo estudar as características de 
um método de análise, nomeadamente a sua reprodutibilidade e repetibilidade; neste caso, é condição 
de acesso a utilização exclusiva do método em causa; 
Ensaio interlaboratorial de certificação - Tem como objetivo obter o valor certificado para 
um material candidato a MRC, sendo usado em alguns laboratórios como condição de certificação com 
técnicas de ensaio diferentes.  
Caso o Laboratório pretenda demonstrar que tem uma precisão compatível em relação a outros 
laboratórios, pode recorrer a um ensaio do tipo de normalização. Mas quando tem como objetivo 
evidenciar a exatidão dos seus resultados, então deve participar em ensaios do tipo de aptidão ou 
certificação. 
 
3.2.3 – Testes comparativos [23] 
Na validação de um método interno de ensaio, o uso de testes comparativos é uma mais-valia, 
para além de uma opção mais económica, uma vez que permite estabelecer a comparação entre os 
resultados obtidos por esse mesmo método e os resultados de um método considerado como referência. 
Este tipo de ensaio comparativo pretende fundamentalmente realizar o estudo da proximidade dos 
resultados obtidos pelos dois métodos de ensaio, ou seja, avaliar a exatidão do método interno face ao 
método de referência. Em termos práticos, usando os dois métodos de ensaio em separado sobre as 
mesmas amostras, são realizadas análises em replicado. Este tipo de comparação pode ser feito tanto 
numa gama restrita de concentrações como em toda a gama de concentrações na qual se pretende validar 
o método.  
Existem várias formas para comparar os resultados obtidos por dois métodos de ensaio, 
nomeadamente: 
• Teste de hipótese: teste t das médias 
• Teste de hipótese: teste t das diferenças (amostras emparelhadas); 




4 – Incertezas [31]  
Segundo o “Guia para a Expressão da Incerteza de Medição- GUM” a incerteza é definida da 
seguinte forma: 
"Parâmetro associado ao resultado de uma medição que caracteriza a dispersão de valores que 
se pode razoavelmente atribuir à mensuranda". 
O objetivo do cálculo da incerteza de uma medição é modelar estatisticamente um processo de 
medição, tendo em conta as grandezas de entrada e as suas características para determinar um resultado 
final, explicitando a extensão e a natureza da sua exatidão. É regra na apresentação de resultados em 
metrologia associar ao valor da mensurada um intervalo de confiança de 95 % que contenha o resultado 
da medição, indicativo da distribuição dos valores que podem razoavelmente ser atribuídos à mensurada. 
As incertezas de medição associadas às grandezas de entrada classificam-se pela forma com são 
estimadas, podendo ser do “Tipo A” ou do “Tipo B”. 
Incerteza do Tipo A – Determinada a partir de uma série de observações independentes 
associadas a uma grandeza de entrada, nas mesmas condições de medição. A incerteza é depois 
calculada através do cálculo do desvio-padrão experimental da média que decorre de um procedimento 
de cálculo da média ou de uma análise de regressão apropriada. [32] 
Incerteza do Tipo B – Determinada por outros meios que não os da análise estatística de séries 
de observações, normalmente associada a erros aleatórios. Sendo assim, estes tipos de incertezas podem 
ser calculadas por dados de medições prévias, experiência ou conhecimento prévio do comportamento 
dos instrumentos, dados e especificações de fabricantes e dados provenientes de calibrações ou 
certificados. [33] 
Para estimar-se a incerteza geral de um método, é necessário primeiro quantificar todas as fontes 
de incerteza associadas, e tratá-las de forma independente para obter a respetiva contribuição para a 
incerteza global. As componentes de incerteza são combinadas na forma de “incertezas padrão” que se 
comportam e combinam com desvios padrão. [34] A combinação de todas as fontes de incerteza é 

















. 𝑢𝑐ଶ + ⋯ 
 
Tendo a incerteza padrão combinada, é então calculada a incerteza expandida (U), de modo a 
produzir intervalos de confiança associados a níveis de confiança elevados:  
 
𝑈 = 𝑘 .  𝑢௬ 
 
Sendo uy a incerteza padrão combinada e k o fator de expansão. 
Tendo em conta que habitualmente a incerteza combinada resulta da combinação de fontes de 
incerteza associadas a um número elevado de graus de liberdade, considera-se que um k igual a 2 ou 3 
produz intervalos de confiança com um nível de confiança aproximadamente igual a 95 ou 99 %, 





student para o número de graus de liberdade efetivo da incerteza combinada ou, quando existe uma fonte 
de incerteza dominante, considera-se o número de graus de liberdade associado a esta fonte. 
O nº de graus de liberdade efetivos é calculado da seguinte forma:  
 









Para incertezas do tipo A, υi = nº de leituras -1, e para incertezas do tipo B, o nº de graus de 
liberdade para distribuições do tipo normal é igual a 50 para um nível de confiança de 95%, e infinitos 
para distribuições do tipo retangular e triangular. 
Por fim, o fator de expansão k é calculado através da função inversa da distribuição t-student, 
que retorna o valor t correspondente à probabilidade P(P-value) para os graus de liberdade calculados, 
num intervalo de confiança de 95%: 
 
𝑘 = 𝑇𝐼𝑁𝑉(1 − 0,9545, 𝜐௘௙) 
 
4.1 – Incerteza associada ao erro de configuração de tamanho (ε) 
 O erro de configuração de tamanho (ε) é calculado através da seguinte expressão:  
 

































 Sendo:  










 Sendo 𝒖𝟐(𝒚𝒊), a incerteza padrão associada à configuração da tensão yi associada ao valor 
nominal do canal do tamanho, e 𝒖𝟐൫𝒚𝒑൯ corresponde à incerteza padrão associada à determinação da 
mediana da distribuição da altura do tamanho dos pulsos elétricos obtida para a resposta do OPC a ser 
calibrado. 
 
Cálculo de u(𝒙𝒄) 
 Este parâmetro corresponde à incerteza padrão associada ao diâmetro das partículas usadas para 
este ensaio, e é obtido através do certificado de calibração das mesmas. 
 
Cálculo de u(𝒚𝒊) 
Consiste na combinação da incerteza padrão da escala do voltímetro ou de um osciloscópio ut(y) 
obtida através do certificado de calibração do mesmo, e no desvio experimental da média associada à 
determinação do valor de yi para nt de medições:  
 







Cálculo de u(𝒚𝒑) 
Consiste na incerteza da escala da tensão calculada pelo equipamento usado com analisador de 
altura de pulso, sendo obtido por exemplo a partir das especificações do analisador de pulsos elétricos 
uv(y), e da incerteza associada ao desvio padrão experimental da média na determinação de yv para nv de 
medições:  
 







4.2 – Incerteza associada á Eficiência de contagem (η) 








 Sendo η0 corresponde a eficiência de contagem do contador de partículas padrão, 𝒓ത corresponde 
á média do rácio calculado pela equação 2.2 para n medições, e α corresponde ao fator que representa 
o rácio na falha de homogeneidade da concentração de partículas ao serem separadas pelo TSI 3708 








Figura 0.1 Exemplo de uma configuração experimental para avaliar o valor de α 
 
Sendo assim, a incerteza combinada associada à eficiência da contagem segundo a ISO 21501-















Cálculo de u(𝒓ത) 
A incerteza associada à média das eficiências de contagem medidas n vezes durante a calibração 
de um OPC é calculada através do desvio padrão experimental da média:  
 





Sendo sr o desvio padrão dos resultados obtidos durante a calibração, e n o nº de medições 
efetuadas. 
 
Cálculo de u(η0) 
Este parâmetro corresponde á incerteza padrão do certificado de calibração do CPC padrão. 
 
Cálculo de u(α) 
O valor de α pode ser especificado pelo fabricante, conhecido em literatura ou calculado 
experimentalmente, estando dentro de um intervalo do tipo [1-Δ,1+Δ]. A respetiva incerteza é do tipo B 












Sendo valor de α desconhecido, o mesmo foi considerado igual a 1 [22], sendo que para o cálculo 
de Δ, foram realizadas quatro comparações entre as contagens lidas pelo CPC padrão para a mesma 
amostra, para as quatro saídas do TSI 3708 Flow Splitter. Por fim, calcularam-se os respetivos 
coeficientes de varação e foi considerado o mais elevado como o valor de Δ. 
 
4.3 – Incerteza associada ao erro do caudal de amostragem (εq) 
 O erro no caudal de amostragem é calculado por comparação entre o valor obtido por um 
caudalímetro de referência, com o valor especificado pelo fabricante do OPC. 
O erro relativo do caudal de amostragem é calculado da seguinte forma:  
 
𝜀௤ = 𝑞௠ −  𝑞௦ 
 
 A incerteza associada a εq é calculada da seguinte forma:  
 




 Cálculo de u(rep) 
A incerteza associada à média dos caudais medidos n vezes durante a verificação do caudal de 
amostragem do OPC é calculada através do desvio padrão experimental da média:  
 





Sendo sr o desvio padrão dos resultados obtidos durante a calibração, e n o nº de medições 
efetuadas. 
 
Cálculo de u(qs) 
 A incerteza associada ao caudal especificado pelo fabricante é do tipo B, e é calculada da 



















Cálculo de u(qm) 
A incerteza associada ao caudalímetro padrão é do tipo B, e é calculada assumindo uma 
distribuição retangular, tendo em conta o critério de aceitação na calibração do mesmo onde o erro 















5 – Resultados  
Para implementar o método de calibração de contadores de partículas óticos, foi feita uma 
análise prévia aos manuais dos respetivos equipamentos e uma pesquisa bibliográfica inicial de modo a 
desenvolver um procedimento de análise otimizado, e a avaliar a respetiva implementação. 
Visto que a montagem utilizada apenas permite no máximo a geração de aerossóis contendo 
partículas com tamanhos homogéneos de 2μm, e tendo em conta que muito dos equipamentos presentes 
no mercado são utilizados em conformidade com a ISO 14644-1, foram validados neste trabalho os 
processos de geração de partículas para os tamanhos 0,1; 0,3; 0,5 e 1μm. 
Sendo assim, optou-se por validar o processo de geração para os diferentes tamanhos de 
partículas consoante a variação de gotas adicionadas ao atomizador, e avaliar a respetiva variação das 
partículas contadas pelo contador padrão, visto que tanto a concentração das partículas de cada gota 
adicionada, como as partículas que se perdem ao longo do sistema, não é mensurável. 
Para tal, foram efetuadas diversas medições para os diferentes tamanhos de partículas, que 
permitiram a obtenção dos vários parâmetros necessários, referidos na parte introdutória deste trabalho, 
para validação deste método. Com base na determinação desses parâmetros foi possível estabelecer 
critérios de aceitação para o futuro trabalho de rotina deste método.  
Os parâmetros avaliados durante a validação deste método foram: 
 Curva de Calibração 
 Gama de trabalho 
 Linearidade 
 Limiares analíticos 
 Sensibilidade 
 Limite de repetibilidade 
 Exatidão 
 
De modo avaliar a exatidão do método, procedeu-se à calibração teste de acordo com o 
procedimento criado de um OPC do ISQ recentemente calibrado pelo laboratório acreditado 
AEROLAB, e avaliaram-se os respetivos resultados obtidos pelos dois laboratórios. 
Por fim, foi ainda desenvolvida uma matriz interna, onde foram introduzidos e avaliados os 
valores obtidos para o cálculo da eficiência, erro no caudal de amostragem e falsa contagem. A partir 
desta matriz, foi possível determinar as incertezas associadas aos valores obtidos e gerar o respetivo 
certificado de calibração.  
 
5.1 – Validação 
  5.1.1 - Curva de calibração 
Para o cálculo da função de calibração, foram feitas análises independentes em duplicado para 
as concentrações de 4,6 e 8 gotas, e em dez réplicas para as concentrações 2 e 10 gotas adicionadas ao 
atomizador. 
A curvas de calibração obtidas para os diferentes tamanhos testados neste método são 




Figura 5.1 Curva de calibração para o tamanho 0,1μm 
 
 
Figura 5.2 Função de calibração para o tamanho 0,3μm 































Figura 5.3 Curva de calibração para o tamanho 0,5μm 
 
 
Figura 5.4 Curva de calibração para o tamanho 1μm 
 
  5.1.2 - Gama de trabalho 
De seguida avaliou-se se a gama de trabalho estava bem ajustada através do teste de 
homogeneidade de variâncias, de modo a verificar se existiam diferenças significativas nas variâncias 
dos limites da gama de trabalho, sendo a primeira e a última concentração analisadas em 10 réplicas 
independentes (Tabela 5.1). 
 






























Tabela 5.1 Valores e variâncias obtidas para as 10 réplicas independentes do primeiro e último padrão 
0,1 μm 
Replicas 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 S2 
2 gotas 4659 4449 4389 4768 4250 4271 4688 4604 4499 4440 30744,5 
10 gotas 15695 15847 15616 15748 16006 16293 16116 15732 15594 15468 65677,4 
0,3 μm 
Réplicas 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 S2 
2 gotas 3017 2796 2987 2733 2866 2497 2552 2804 2542 2842 33258,5 
10 gotas 13644 13334 13758 13838 14222 14055 13665 13502 13555 13884 70270,5 
0,5 μm 
Réplicas 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 S2 
2 gotas 1063 1056 1357 1208 1326 1341 1254 1212 1111 1375 14711,1 
10 gotas 5919 5833 6251 6212 6104 6199 6082 6168 5897 6281 25315,4 
1 μm 
Réplicas 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 S2 
2 gotas 432 454 401 380 376 347 330 361 391 402 1404,9 
10 gotas 1249 1213 1252 1167 1179 1177 1209 1108 1179 1201 1764,9 
 
De seguida, foi calculado o valor PG com base nas equações 3.3 e 3.4, sendo depois comparado 
com o valor tabelado da distribuição de F de Snedecor/Fischer, para 9 graus de liberdade (Tabela 5.2). 
Caso PG ≤ F, conclui-se que a gama de trabalho está bem ajustada. 
 
Tabela 5.2 Valores obtidos para a verificação da gama de trabalho 
Tamanhos (μm) PG F Gama de Trabalho 
0,102 2,14 3,18 Bem ajustada 
0,303 2,11 3,18 Bem ajustada 
0,508 1,72 3,18 Bem ajustada 
1,030 1,26 3,18 Bem ajustada 
 
  5.1.3 - Linearidade  
Para o estudo da linearidade, calculou-se a função linear e a função não linear para um conjunto 
de pares ordenados, bem como os respetivos desvios padrão residuais (Sy/x e Sy2), a diferença de 
variâncias (DS2) através da equação 3.5 e o valor teste PG través da equação 3.6. Na Tabela 5.3, são 
apresentados os parâmetros referidos anteriormente, e caso PG ≤ F, conclui-se que a função de 




Tabela 5.3 Valores obtidos para o estudo da linearidade 
Tamanho (μm) sy/x sy2 DS2 PG F Linear 
0,102 387,29 280,59 363768,36 4,62 9,28 Sim 
0,303 319,37 368,19 1291,46 0,01 9,28 Sim 
0,508 62,49 43,81 9862,66 5,14 9,28 Sim 
1,030 77,48 27,82 21693,21 28,04 9,28 Não 
  
Por fim, foram determinados os desvios padrões do declive (sb) e ordenada na origem (sa), desvio 
padrão do método (sm) e o coeficiente de variação do método (CVm) para os tamanhos em que se 
verificou a linearidade da curva de calibração (Tabela 5.4). 
 
Tabela 5.4 Parâmetros obtidos para a curva de calibração obtida para cada tamanho 
Tamanho 
(μm) 
sb sa sm CVm 
0,102 98,69 597,59 0,28 4,72% 
0,303 81,38 492,80 0,24 4,00% 
0,508 15,92 96,43 0,10 1,73% 
  
 Assim sendo, como curva de calibração para os tamanhos 0,1; 0,3 e 0,5 μm temos 
respetivamente: 
 
𝑦 =  (1367,4 ± 98,7)𝑥 + (1893,3 ± 597,593) 
 
𝑦 =  (1330,3 ± 81,38)𝑥 + (196,36 ± 492,80) 
 
𝑦 =  (602,21 ± 15,92)𝑥 + (1,86 ± 96,43) 
 
  5.1.4 - Verificação da curva de calibração para o tamanho 1 μm [35] 
 
Sensibilidade (E) 
Como a sensibilidade de um método corresponde á derivada de primeira ordem da curva de 
calibração, a sensibilidade do método é igual a 176,1-12,053x. 
A sensibilidade no ponto médio da gama de trabalho é um parâmetro necessário para calcular 




𝐸 = 𝑏 + 2?̅? 
 
O valor obtido para E foi de 103,78. 
Verificação da curva de calibração 
A função de calibração não deve ter um máximo ou mínimo dentro da gama de trabalho para 
que a mesma seja válida para descrever o método. Os máximos e os mínimos podem ser determinados 
com base na sensibilidade. Se a sensibilidade for igual a zero em qualquer ponto x da gama de trabalho, 
pode-se concluir que a função não é inequivocamente definida e, portanto, a função de segunda ordem 
calculada não deve ser utilizada. 
 
Teste do mínimo e máximo 
Utilizando a equação y= 2bx +a da sensibilidade, determinou-se o seguinte valor de x* através 
da seguinte equação: 
 
𝑥∗ = − ௔
ଶ௕
  para y=0 
 
Caso x2<x*<x10, a função não é válida para descrever o método. 
Caso x*<x2 ou x*>x10 e não x2<x*<x10, a função é válida para descrever o método. 
Obteve-se um valor de x* igual a 14,611, sendo um valor acima de qualquer valor de x da gama 
de trabalho, concluindo-se assim que a função de calibração é adequada para descrever o método. 
 
Desvio padrão residual (sy2) 
O desvio padrão residual do método foi calculado a partir da seguinte equação: 
 
𝑠௬ଶ = ඨ




O valor obtido para sy2 foi igual a 27,82. 
 
Desvio padrão do método 
O desvio padrão do método foi obtido através da divisão entre o desvio padrão residual e a 
sensibilidade do método para 𝒙ഥ: 












Coeficiente de variação do método: 
O coeficiente de variação do método é dado por: 
 
%𝐶𝑉 =  
𝑠௠
?̅?
 𝑥 100 
 
O valor obtido para CV foi de 4,47%. 
 
  5.1.5 - Limiares analíticos 
Para os tamanhos onde o método envolveu a utilização de uma curva de calibração linear, os 
limiares analíticos LD e LQ foram calculados a partir das equações 3.8 e 3.10, e para o tamanho onde o 
método envolveu a utilização de uma curva de calibração não linear, os mesmos foram calculados a 
partir das equações 3.7 e 3.9, respetivamente. 
Os valores obtidos para os limiares analíticos são apresentados na Tabela 5.5. 
Tabela 5.5 Valores de LD e LQ obtidos  
Tamanhos (μm) LD LQ 
0,102 0,94 2,83 
0,303 0,79 2,40 
0,508 0,34 1,04 
1,030 0,13 3,64 
 
  5.1.6 - Sensibilidade 
Caso a curva de calibração definida por um modelo linear, a sensibilidade será constante ao 
longo de toda a gama de trabalho e igual ao declive da função de calibração. Sendo assim, a sensibilidade 
para os tamanhos 0,1; 0,3 e 0,5μm é de 1367,4; 1330,3 e 602,21 respetivamente. Para o tamanho 1μm, 
a sensibilidade obtida foi de 176,1-12,053x. 
 
  5.1.7 - Repetibilidade 
Para o estudo da repetibilidade do método, foi calculado o desvio padrão da repetibilidade (sr) 
a partir da equação 3.13, o limite de repetibilidade (r) para um nível de confiança de 95% a partir da 
equação 3.14 e o coeficiente de variação da repetibilidade (%CVr) a partir da equação 3.15 (Tabela 
5.6). 
Tabela 5.6 Valores obtidos no estudo da repetibilidade 
Tamanhos (μm) Sr r %CVr 
0,102 204,41 572,36 2,04 
0,303 221,79 621,00 2,71 
0,508 132,63 371,37 3,67 




 5.2 - Exatidão 
 Para avaliar a exatidão do método, realizou-se uma calibração teste de um OPC do ISQ 
recentemente calibrado pelo laboratório acreditado AEROLAB, onde o tamanho mínimo detetável pelo 
mesmo é o tamanho 0,3μm 
Visto que o ISQ apenas pretende tornar-se numa entidade acreditada para o cálculo da eficiência 
da contagem para este tipo de equipamentos, apenas foi avaliada a exatidão na determinação deste 
mesmo parâmetro. 






 𝑥 100 
 
Sendo ηlab o valor obtido pelo laboratório, ηAEROLAB o valor obtido no certificado de calibração 
do laboratório AEROLAB. 
Como critério de aceitação para o erro relativo foi usado o critério de aceitação interno utilizado 







Sendo ηlab o valor obtido pelo laboratório, ηAEROLAB o valor obtido no certificado de calibração, 
Ulab o valor da incerteza expandida calculada pelo laboratório e UAEROLAB o valor da incerteza expandida 
do certificado de calibração do laboratório AEROLAB. 
 Caso En<1, os valores estão razoáveis e a qualidade do fator de expansão está controlada. Caso 
En>1, os resultados deverão ser investigados. 
 Os valores obtidos para a calibração do equipamento em teste estão apresentados na Tabela 5.7. 
 
Tabela 5.7 Valores obtidos na calibração teste do OPC pelo método do laboratório 
Tamanhos (μm) n CPC (pp/m3) n OPC (pp/m3) η (%) U (%) k 
0,303 620359 296407 47,1 6,5 2,65 
0,508 337725 323975 97,2 9,4 2,06 
1,030 66467 62945 85,7 11 2,21 
 
 Os valores obtidos pelo o laboratório acreditado AEROLAB para o equipamento em teste estão 






Tabela 5.8 Valores obtidos pelo laboratório acreditado AEROLAB 
Tamanhos (μm) n CPC (pp/m3) n OPC (pp/m3) η (%) U (%) k 
0,3 1271324 576384 45,3 10 2,00 
0,5 1095587 1002191 91,5 10 2,00 
1,0 1822137 1642485 90,1 9,0 2,00 
 
Os valores obtidos para os Erros relativos e Erros normalizados para os tamanhos 0,3; 0,5 e 1μm 
são apresentados na Tabela 5.9. 
 
Tabela 5.9 Valores para os Erros relativos e normalizados obtidos 
Tamanhos (μm) Er En 
0,303 3,97 0,15 
0,508 6,23 0,42 
1,030 4,88 0,29 
 
 Como todos os valores obtidos para o erro normalizado são menores que 1, conclui-se o as 
incertezas e respetivos fatores de expansão, estão bem estimados. 
 
5.3 – Cálculo de Incertezas 
 5.3.1 – Eficiência da Contagem (η)  
 Para estimar a incerteza final associada à eficiência da contagem, é preciso primeiro estimar e 
calcular todas as fontes de incerteza associados a cada um dos parâmetros necessários para efetuar o 
cálculo da eficiência da contagem de acordo com a equação 4.9. 
 
Cálculo de u(η0) 
Tabela 5.10 Eficiências de contagem de acordo com a calibração efetuada pela AEROLAB, para o contador padrão CPC 
Tamanhos (μm) η (%) U (%) k 
0,3 98,6 8,0 2,00 
0,5 101,3 8,0 2,00 
1 90,6 8,0 2,00 
 
Este parâmetro é igual à incerteza padrão do certificado de calibração do padrão CPC, sendo 







= 4,0 % (4.2) 
41 
 
Cálculo de u(𝒓ത) 
A incerteza associada ao quociente das médias das eficiências entre o OPC calibrado neste 
trabalho e o padrão CPC para três medições independentes, é determinada através do desvio padrão 
experimental da média, de acordo com a equação 4.11, obtendo-se os apresentados na Tabela 5.11. 
 
Tabela 5.11 Valores obtidos no cálculo de ?̅? 
Tamanhos (μm) 𝒓ത (%) s𝒓ത (%) u2(𝒓ത) (%) 
0,303 47,80 2,34 1,83 
0,508 95,96 3,10 3,20 
1,030 94,57 4,99 8,30 
 
Cálculo de u(α) 
Este parâmetro é calculado de acordo com a equação 4.12. 
Para o valor de Δ, foram realizadas quatro comparações entre as contagens lidas pelo CPC 
padrão para a mesma amostra, para as quatro saídas do TSI 3708 Flow Splitter. Por fim, o mesmo foi 
estimado por excesso, tendo obtido um valor de Δ igual a 0,03 (3%).   





= 1,73 % 
  
 Cálculo de uc(η) 
Sendo assim, a incerteza combinada final associada à eficiência da contagem é calculada da 
seguinte forma para cada um dos tamanhos. 
 








ቁ = 2,47 % 








ቁ = 4,57 % 








ቁ = 4,83 % 
 
 Cálculo de U(η) 
Para calcular a incerteza expandida do método, foi inicialmente determinado o fator de expansão 
k, através do cálculo do número de graus de liberdade efetivos, sendo por fim feita a inversa da t-student 
de acordo com a equação 4.4, para o número de graus de liberdade efetivos calculados, para um 







O nº de graus de liberdade efetivos para cada um dos tamanhos foi calculado da seguinte forma: 
 
𝜐௘௙ ଴,ଷ଴ଷ =  
2,47ସ
1,73ସ
50 +  
4ସ




𝜐௘௙ ଴,ହ଴଼ =  
4,57ସ
1,73ସ
50 +  
4ସ
50 +  
3,20ଶ
(3 − 1)
=  41,86 
𝜐௘௙ ଵ,଴ଷ଴ =  
4,83ସ
1,73ସ
50 +  
4ସ





Tendo o número de graus de liberdade efetivos calculados, procedeu-se ao cálculo do fator de 
expansão k de acordo com a equação 4.4, e às respetivas incertezas expandidas U, como apresentado 
na Tabela 5.12. 
 
Tabela 5.12 Valores obtidos para os coeficientes de expansão e respetivas incertezas expandidas 
Tamanhos (μm) η (%) k U (%) 
0,303 47,1 2,65 6,6 
0,508 97,2 2,06 9,4 
1,030 85,7 2,21 11 
 
  5.3.2 – Erro associado ao caudal de amostragem (εq) 
 Para estimar a incerteza final associada ao erro associado ao caudal de amostragem, é preciso 
primeiro estimar e calcular todas as fontes de incerteza associadas a cada um dos parâmetros necessários 
para determinar o mesmo. Os valores obtidos durante a calibração do OPC para este parâmetro estão 
apresentados na Tabela 5.13. 
 
Tabela 5.13 Valores obtidos na determinação do erro associado ao caudal de amostragem 
Valor especificado 
(l/min) 








28,31 27,64 - 0,672 2,37 0,66 2,06 
 
Cálculo de u(rep) 
Este parâmetro foi calculado através do desvio padrão experimental da média, tendo-se obtido 







Tabela 5.14 Valores experimentais do caudal de amostragem do OPC 
n 1 2 3 4 5 𝐱ത sr 
Valores (l / min) 27,68 27,61 27,61 27,68 27,61 27,64 0,04 
 
𝑢ଶ(𝑟𝑒𝑝) =  
(0,0376)ଶ
5
= 2,828𝑥10ିସ 𝑙/𝑚𝑖𝑛 
 
Cálculo de u(qm) 









= 8,33𝑥10ି଺ 𝑙/𝑚𝑖𝑛 
 
Cálculo de u(qs) 








= 0,102 𝑙/𝑚𝑖𝑛 
  
 
Calculo de uc(εq) 
 A incerteza padrão combinada foi calculada da seguinte forma: 
 
𝑢௖൫𝜀௤൯ =  ඥ 2,828𝑥10ିସ +  8,33𝑥10ି଺ + 0,102  = 0,3196 𝑙/𝑚𝑖𝑛 
 
Calculo de U(εq) 
Para calcular a incerteza expandida, foi inicialmente determinado o fator de expansão k, através 
do cálculo do número de graus de liberdade efetivos, sendo por fim feita a inversa da t-student de acordo 
com a equação 4.4, para o número de graus de liberdade efetivos calculados, para um intervalo de 
confiança de 95%. 
O nº de graus de liberdade efetivos para cada um dos tamanhos foi calculado da seguinte forma: 
 
















 Tendo-se obtido um valor de k igual a 2,06 a partir da equação 4.4. 
Por fim, a incerteza expandida U, foi calculada pela multiplicação entre a incerteza padrão e o 
fator de expansão calculados: 
 





6 – Precauções ambientais, segurança e custos do trabalho 
  6.1 – Preocupações ambientais 
 No decorrer deste trabalho, foram utilizadas como padrões partículas de poliestireno 
submicrométricas. As mesmas são consideradas microplásticos sendo poluentes para o meio ambiente. 
Sendo assim, todos os resíduos contendo as mesmas, nomeadamente a água utilizada para gerar o 
aerossol não pode ser despejada na rede pública de esgotos. Optou-se então por armazenar a água 
residual num jerrican específico, sendo o mesmo posteriormente enviado para uma entidade competente 
de eliminação de resíduos. 
Em relação às partículas geradas, tentou-se operar em sistema fechado sempre que se podia, de 
modo a reduzir ao máximo a libertação das mesmas para a atmosfera. Nas saídas não utilizadas durante 
os vários testes e calibrações do TSI 3708 Flow splitter, foram usados filtros HEPA para evitar a 
libertação das mesmas. Em relação as partículas lidas e libertadas pelo CPC através da bomba de vácuo 
do mesmo, não se pôde fazer nada, no entanto, o ISQ está a equacionar a criação de uma estrutura com 
extração própria, de modo a garantir pelo menos a não inalação das mesmas por parte do operador. 
 
  6.2 – Segurança 
Para implementar o método de calibração de contadores de partículas óticos, foi feita uma 
análise prévia e minuciosa aos manuais dos respetivos equipamentos, pois o mau manuseamento dos 
mesmos, pode resultar em acidentes graves, tanto a nível físico como de saúde. 
O método utilizado para gerar o aerossol contendo às partículas de referência, está concebido 
para funcionar sobre pressão num sistema fechado. Antes de iniciar a utilização processo, é crucial 
verificar se não existe nenhum bloqueio nos equipamentos, tubos e válvulas de alívio de pressão do 
processo, especialmente no atomizador, visto que o reservatório deste acima dos limites de pressão 
especificados, pode explodir, pondo em risco o operador. 
 Em relação ao equipamento TSI 3088 Aerosol Neutralizer utilizado para ionizar o aerossol, 
durante o normal funcionamento normal do equipamento o operador não estará exposto a radiações 
ionizantes. No entanto, poderá estar se alterar de qualquer forma as componentes do equipamento, 
especialmente se desligar a fonte de raios-X da coluna do equipamento ou desmontar o equipamento. A 
fonte de radiação contém uma janela composta por berílio. Em condições normais de operação, esta 
janela não está acessível. No entanto, caso esta janela seja danificada, o equipamento deve ser desligado 
imediatamente e deve ser contactado o fornecedor TSI para a reparação adequada do equipamento. Os 
fragmentos ou pós constituídos por berílio são prejudicais para o corpo humano, sendo necessárias 
atenções extremas para evitar a respetiva inalação dos mesmos. 
 Em relação ao equipamento TSI 3080 Electrostatic Classifier, o mesmo utiliza várias fontes de 
alta voltagem, sendo que é crucial certificar que o equipamento está desligado da fonte de alimentação, 
antes de remover qualquer tipo de tampas, proteção ou processo de manutenção. 
 Em relação ao equipamento TSI 3772 CPC, o mesmo usa n-butanol como fluído de trabalho. 
Sendo esta uma substância inflamável e tóxica quando inalada, convém ter em conta a ficha de segurança 
MSDS da mesma. Portanto, este deve ser utilizado numa área bem ventilada. O butanol apresenta um 
cheiro característico, e em caso de náusea, dor de cabeça, etc. deve-se abandonar a área e regressar 
quando esta estiver bem ventilada. Este equipamento não deve ser utilizado com gases perigosos como 
o oxigénio e o hidrogénio, pois estes põem em risco a integridade do operador e do equipamento. Este 
equipamento utiliza radiação laser, sendo que durante o normal funcionamento do equipamento o 
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operador não estará exposto à mesma. No entanto, é necessário tomar as devidas precauções para que o 
operador não seja exposto a radiação intensa, focada e visível, que pode causar cegueira, como não 
remover quaisquer partes do CPC a não que esteja sugerido no manual de instruções do equipamento e 
não remover caixas ou tampas enquanto o equipamento estiver ligado. 
 De acordo com a ficha MSDS das partículas geradas, as mesmas foram manuseadas de forma 
segura como vem sugerido através do uso de óculos protetores, luvas de nitrilo antiaderentes e roupa 
protetora, sendo ainda usada uma máscara protetora equipada com filtros HEPA e químicos (n-butanol) 
apropriados, de modo a purificar o ar respirado, como proteção adicional. 
 6.3 – Custos do trabalho 
No planeamento de um projeto, é fundamental ter noção dos custos associados ao trabalho. 
Sendo assim, foi feita uma estimativa do preço dos reagentes, do material, do tempo de ocupação dos 
aparelhos, bem como do custo total (Tabela 5.15). Estes valores não contabilizam o custo do operador 
nem os custos associados à manutenção do laboratório. 
Tabela 5.15 Custos do trabalho 
Reagentes Quantidade Preço/€ Custo/€ 
n-Butanol 50 ml 78,23 (2,5l) 1,57 
PS NIST 1,0μm 1 160,16 160,16 
PS NIST 0,5μm 1 138,16 138,16 
PS NIST 0,3μm 1 138,16 138,16 
PS NIST 0,1μm 1 138,16 138,16 
Material Unidades utilizadas Preço/€ Custo/€ 
Fita Teflon 1 0,45 0,45 
Regulador de Pressão 1 13,95 13,95 
Válvula antiretorno 1 3,54 3,54 
Casquilho Cilindrico 1/8 1 0,70 0,70 
TE F 1/8  INOX 316 1 0,95 0,95 
Casquilho 1/8 INOX 316 1 1,20 1,20 
Rápido DTO.M6/4 1/8 INOX 2 20,00 40,00 
Calibrações Entidade Preço/€ Custos/€ 
Calibração CPC AEROLAB 900 900 
 Entidade Preço/€ Custos/€ 
ISO 21501-4 IPQ 105,02 105,02 
ISO 8644-2 IPQ 51,62 51,62 
Custo total (c/IVA 23%)   1693,64 
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7 – Conclusões e Considerações finais 
 Este trabalho tinha como objetivo implementar, otimizar e validar um método de geração de 
misturas de partículas de referência para calibrar contadores de partículas óticos, de modo a permitir que 
no futuro, o ISQ se torne numa entidade acreditada em Portugal para este tipo de calibrações. 
 Durante o processo de montagem e otimização da montagem final do método, verificou-se que 
apenas podiam ser utilizados materiais constituídos por aço inox, teflon e tubos de carbono de baixa 
condutividade elétrica, de modo a minimizar a perda de partículas devido a cargas electroestáticas. 
Também foi verificado que o percurso percorrido pelas partículas deveria ser o mais curto possível e 
sem a presença de qualquer válvula ou componente que faça com que haja alguma obstrução ou queda 
de pressão no sistema, como foi o caso dos caudalímetros e válvulas que se utilizaram numa fase inicial 
do trabalho.  
Visto que o método utilizado apenas permite a geração de aerossóis contendo partículas com 
tamanhos homogéneos no máximo de 2μm, foram validados neste trabalho os processos de geração de 
partículas para os tamanhos 0,1; 0,3; 0,5 e 1μm, visto que muitos dos equipamentos presentes no 
mercado estão em conformidade com a ISO 14644-1. Sendo assim, optou-se por validar o processo de 
geração para cada tamanho consoante a variação de gotas adicionadas ao atomizador, e avaliar a 
respetiva variação das partículas contadas pelo contador padrão CPC, visto que tanto a concentração das 
partículas de cada gota adicionada, como as partículas que se perdem ao longo do sistema, não é 
mensurável. 
Para a validação do método apresentado neste trabalho, seguiu-se o “Guia Relacre n. º13 – 
Validação de métodos internos de ensaio em análise química” para modelos lineares e a ISO 8466-2 
para modelos não lineares. 
Inicialmente, começou-se por definir a gama de trabalho de 2,4,6,8 e 10 gotas adicionadas ao 
atomizador para cada um dos tamanhos, tendo-se verificado que a mesma estava bem ajustada para 
todos os tamanhos, uma vez que o resultado do teste de homogeneidade de variâncias assim o indicou. 
No estudo da linearidade, verificou-se através do teste das diferenças de variâncias que a função 
de calibração era linear para os tamanhos 0,1; 0,3 e 0,5μm, e não linear para o tamanho 1μm. Para o 
tamanho 1μm, procedeu-se à verificação da curva de calibração através do teste do mínimo e máximo, 
tendo-se verificado que a mesma era adequada para descrever o método. Foram ainda calculados os 
respetivos limites de confiança para os parâmetros das curvas de calibração obtidas e os coeficientes de 
variação do método para cada tamanho, tendo-se verificado coeficientes de variação de 4,72; 4,00; 1,73 
e 4,46% para os tamanhos 0,1; 0,3; 0,5 e 1μm respetivamente. 
No estudo dos limiares analíticos, verificou-se que para todos os tamanhos, o limite de deteção 
era inferior à menor concentração adicionada ao atomizador de partículas, o que permitiu concluir que 
com 2 gotas, é possível detetar a presença das partículas padrão no aerossol gerado. Em relação ao limite 
de quantificação, verificou-se que para a gama de trabalho estabelecida, apenas é possível quantificar a 
presença das partículas padrão com exatidão e precisão, a partir das 4 gotas adicionadas ao atomizador, 
à exceção do tamanho 0,5μm, sendo possível a quantificação das mesmas a partir das 2 gotas.  
Em relação ao estudo da repetibilidade, foram calculados os limites de repetibilidade para cada 
tamanho, de modo a despistar resultados aberrantes durante as operações de rotina, sendo que a diferença 
absoluta entre resultados obtidos, não deve ser superior ao limite de repetibilidade calculado, para um 
intervalo de confiança de 95%. Relativamente aos coeficientes de variação de repetibilidade calculados, 
obtiveram-se valores de 2,04; 2,71; 3,67 e 5,06% para os tamanhos 0,1; 0,3; 0,5 e 1μm respetivamente, 
o que permite concluir que o método é preciso em condições de repetibilidade. 
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Para futuras calibrações de OPCs no ISQ, foi desenvolvida uma matriz interna, onde serão 
introduzidos e avaliados os valores obtidos para o cálculo da eficiência de contagem, erro no caudal de 
amostragem e falsa contagem. A partir desta matriz, é possível determinar as incertezas associadas aos 
valores obtidos e gerar certificados, o que permitiu também avaliar a exatidão do método. 
A exatidão do método foi avaliada através de uma calibração teste de um OPC do ISQ 
recentemente calibrado pelo laboratório acreditado AEROLAB, com um tamanho mínimo detetável de 
0,3μm, onde foi calculado o Erro relativo e normalizado para cada um dos tamanhos testados. Sendo 
assim, para o Erro relativo foram obtidos valores dentro do critério de aceitação definido pelo ISQ 
(Er<10%), e para o Erro normalizado (En) foram obtidos valores inferiores a 1, indicado assim a 
qualidade da incerteza expandida e do fator de expansão calculados. 
Relativamente às incertezas calculadas, as mesmas foram determinadas com base no “GUM - 
Guia para a Expressão da Incerteza de Medição” e na ISO 21501-4, onde foram estimadas todas as 
fontes de incerteza e as respetivas componentes quadráticas para cada parâmetro, de modo a calcular a 
incerteza combinada padrão e os respetivos graus de liberdade efetivos, que por fim, permitiram o 
cálculo do fator expansão e da respetiva incerteza expandida. 
Por fim, conclui-se que o objetivo do trabalho foi atingido, pois a implementação e validação 
do método foi bem-sucedida, sendo que já foi submetido o pedido de acreditação para o mesmo ao IPAC 
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Anexo B – Certificados de calibração  
Neste anexo encontram-se os certificados de calibração do CPC padrão e do OPC do ISQ pelo 
laboratório AEROLAB e pelo método criado. 









































Anexo C – Fichas MSDS  
 
Neste anexo encontram-se as fichas MSDS do n-Butanol e das partículas de poliestireno padrão. 
Ficha de segurança do 1-Butanol 
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